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Peptidoglikan je kompleksen heteropolimer, ki obkroža citoplazemsko membrano. 
Sestavljen je iz linearnih polisaharidnih verig, prečno premreženih s kratkimi peptidi. 
Undekaprenil difosfat (UPP) ima vlogo nosilca lipidov pri biosintezi peptidoglikana. Encim, 
ki katalizira sintezo UPP, je undekaprenil difosfat sintaza (UPPS). Zaradi te ključne vloge 
pri biosintezi bakterijskih peptidoglikanov je UPPS zanimiva tarča za zdravilne učinkovine.  
V sklopu magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali derivate triazola in alfa-
cianocimetne kisline, ki so bili predhodno odkriti z virtualnim rešetanjem, kot potencialne 
zaviralce UPPS. Uporabili smo dve različni večstopenjski sintezni poti. Sinteza derivatov 
alfa-cianocimetne kisline je obsegala Willamsovo sintezo etra, Knoevenaglovo 
kondenzacijo, hidrolizo estra do karboksilne kisline ter sintezo amida iz antranilne kisline 
preko kislinskega klorida. Sinteza derivatov triazola pa je potekala preko acilhidrazida do 
tiolnega derivata, ki ga potem z ustreznim alkil bromidom alkiliramo do končnega produkta. 
Spojin, pridobljenih z virtualnim rešetanjem, nam ni uspelo sintetizirati. Težavo nam je 
predstavljala zadnja stopnja hidrolize estra do karboksilne kisline. Vendar pa nam je v 
primeru derivatov alfa-cianocimetne kisline uspelo postaviti postopek do ustreznih estrov, 
nadaljnja optimizacija hidrolize do karboksilnih kislin pa bo izziv za prihodnost. Pri 
derivatih triazola pa nam ni uspelo alkilirati tiolne skupine.  
Sintetiziranim derivatom smo s pomočjo biokemijskega testiranja na encimu UPPS določili 
zaviralno aktivnost. Nobena izmed spojin se ni izkazala kot zaviralec, smo pa na podlagi 
biokemijskega testiranja potrdili, da je za zaviralno delovanja encima UPPS pri derivatih 
alfa-cianocimetne kisline potrebna prosta karboksilna skupina.  
 







Peptidoglycan is a complex heteropolymer that surrounds the cytoplasmic membrane. It 
consists of linear polysaccharide chains cross-linked with short peptides. Undecaprenyl 
diphosphate (UPP) acts as a lipid carrier in peptidoglycan biosynthesis. The enzyme that 
catalyzes the synthesis of UPP is an undecaprenyl diphosphate synthase (UPPS). Due to its 
key role in the biosynthesis of bacterial peptidoglycans, UPPS represents an interesting 
target for drug design. 
As part of our master's thesis, we designed and synthesized derivatives of triazole and alpha-
cyanocinnamic acid, which were previously discovered by virtual screening, as potential 
UPPS inhibitors. We used two different multistep synthetic pathways. The synthesis of 
derivatives of alpha-cyanocinnamic acid included the Williamson ether synthesis, 
Knoevenagel condensation, ester hydrolysis to carboxylic acid and amide synthesis from 
anthranilic acid via acid chloride method. On the other hand, the synthesis of triazole 
derivatives, proceeded via acylhydrazide to the thiol derivative, which can be alkylated with 
corresponding alkyl bromide to the final product. 
We were unable to synthesize the compounds obtained by virtual screening. The main 
problem was the last step of ester hydrolysis to a carboxylic acid. Nevertheless, in the case 
of alpha-cyanocinnamic acid derivatives, we were able to develop the synthetic procedure 
to corresponding esters; further optimization of hydrolysis to carboxylic acids will be a 
challenge for the future. In the case of triazole derivatives, we could not alkylate the thiol 
group. 
The inhibitory activity of some synthesized compounds on the UPPS enzyme was 
determined by biochemical evaluation. None of the compounds exhibited any inhibitory 
activity; however, based on the results obtained from biochemical assay we showed that a 
free carboxyl group is essential for the inhibitory activity of alpha-cinnamic acid derivatives 
on the UPPS enzyme. 
 









DMAPP dimetilalil difosfat 
DMF dimetilformamid 
EU Evropska unija 
FGPP farnezilgeranil difosfat 
FPP farnezil difosfat 
FPPS farnezil difosfat sintaza 
FPPS farnezil difosfat sintaza 
GGPP geranilgeranil difosfat 
GPP geranil difosfat 
GPPS geranil difosfat sintaza 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IPP izopentenil difosfat 
MEP metilritol fosfatna pot 
M molekulska masa 
MS masna spektrskopija 
NMR jedrska magnetoresonančna spektroskopia 
RA rezidualna aktivnost 
THF tetrahidrofuran 
TPK tankoplastna kromatografija 
UP undekaprenil fosfat 
UPP undekaprenil difosfat 
UPPP undekaprenil difosfat fosfataza 
UPPS undekaprenil difosfat sintaza 





Bakterije so pomemben sestavni del življenja na Zemlji. Najdemo jih povsod, v zemlji, vodi, 
zraku, tudi v ekstremnih okoljih, kot so vroči vrelci, ledeniki, izredno slana okolja itd. 
Sodelujejo pri procesu kroženja snovi, so vpletene v vseh prehrambenih verigah in vplivajo 
na sestavo atmosfere. Trdimo lahko, da brez bakterij ni življenja na Zemlji, ampak zelo 
majhen delež njih pa je za človeka nevaren (1). 
O odpornosti ali rezistenci bakterij proti antibiotikom govorimo takrat, ko antibiotik izgubi 
sposobnost preprečiti rast ali uničiti bakterije. Evolucija antibiotikov se je pričela v 20. 
stoletju, zaradi njih se je zmanjšala smrtnost in podaljšala povprečna življenjska doba. 
Vendar smo z neracionalno rabo izgubili učinkovitost in pospešili mikrobno rezistenco. 
Kljub temu ali je uporaba antibiotika primerna ali ne, vpliva na razvoj in širjenje rezistence 
(2,3). WHO je razglasil rezistenco kot eno izmed treh največjih groženj svetovnemu 
javnemu zdravju, zaradi naraščanja števila bakterij, ki so razvile odpornosti na zdravljenje z 
antibiotiki (4). Za posledicami odpornosti umre v EU 25.000 pacientov na leto, na svetovni 
ravni okoli 700.000. Nekatere projekcije kažejo na to, da bomo imeli ob nadaljevanju 
sedanjih trendov do leta 2050 že 10 milijonov smrti na letni ravni (5). 
Na svetovnem nivoju uporabljamo antibiotike v zdravstvu, veterini in kmetijstvu. Pri vseh 
posegih v biološke sisteme je nujno pomisliti na posledice za okolje. Celotne vloge 
antibiotikov v naravnih ekosistemih še ne razumemo, hkrati pa ne poznamo njihove 
koncentracije tako v onesnaženih kot v neonesnaženih območjih. Stranski produkti pri 
proizvodnji zdravil so težava, če pristanejo v okolju, saj lahko stimulirajo razvoj bakterijske 
rezistence (1). Izzivi so predvsem: 
• pomanjkanje globalne regulacije o odpadu, ki ga izpuščamo v okolje; 
• pomanjkanje spodbude za ekološko proizvodnjo in premajhna odgovornost podjetij 
do okolja ter posledično slab nadzor nad onesnaževanjem; 
• boljša globalna koordinacija proizvodnje, saj ne glede na izvor, se rezistenca lahko 
razširi po celem svetu (6). 
Na odpornost proti protimikrobnim učinkovinam lahko gledamo kot na grožnjo ali 




ravnotežje med občutljivi in odpornimi bakterijami. Ravno to pa je vzpodbuda podjetjem in 
raziskovalcem za razvoj novih zdravil. 
Razvoj novega antibiotika je drag in dolgotrajen postopek, z upadanjem privatnih investiranj 
prihaja do pomanjkanja inovacij v razvoju. Ena izmed težav je visoka cena razvoja in 
registracije zdravil. Finančna podpora bi omogočila nenehen razvoj zdravil. Na področju 
razvoja protimikrobnih zdravil potrebujemo nove rešitve kot so partnerski modeli, ki delijo 
tveganja med vladami, industrijo in prostovoljnimi združenji; nagrajevanje vstopa na trg za 
uspešen razvoj, itd (7- 9).  
Protibakterijske učinkovine zavirajo rast ali pa uničijo mikroorganizem. Cilji 
protibakterijskih učinkovin so okvara celične membrane, zaviranje biosinteze celične stene, 
zaviranje sinteze bakterijskih proteinov, zaviranje sinteze nukleinskih kislin in zaviranje 
celične presnove spojin (10).  
1.1 Mehanizmi razvoja bakterijske odpornosti 
Glavni mehanizmi razvoja bakterijske odpornosti so sprememba tarčnega mesta, sprememba 
ali razgradnja strukture antibiotika, aktivno črpanje učinkovine iz bakterijske celice in 
zmanjšanje prepustnosti zunanje bakterijske membrane.  
Sprememba strukture tarče povzroči zmanjšanje afiniteta do učinkovine, pri tem pa njena 
osnovna funkcija ostane nespremenjena. Bakterije do tega mehanizma pridejo preko 
mutacije, transformacije s prevzemom homolognega gena osnovne tarče, spremembe 
tarčnega mesta z encimsko modifikacijo ter z razvojem ali privzemom gena za encim, na 
katerega se učinkovina ne more vezati. Encimi lahko razgradijo protibakterijsko učinkovino, 
dodajo dodatne funkcionalne skupine, ki otežijo vezavo učinkovine na tarčno mesto ali 
povzročijo njegovo oksidacijo. Bakterije lahko preko izlivnih črpalk iz svoje celice aktivno 
črpajo protibakterijske učinkovine. Membrana ščiti bakterijo pred vdorom toksičnih snovi 
iz okolice, med njih spadajo tudi antibiotiki. Kompleksna zgradba membrane preprečuje 
nekaterim učinkovinam prehajanje, in s tem je zmanjšana prepustnost bakterijske membrane 
(11). 
1.2 Izoprenoidi 
Izoprenoidi, znani tudi kot terpenoidi, sestavljajo eno večjih funkcionalno in strukturirano 




spojin z raznoliko kemijsko strukturo (12). Opravljajo več različnih bioloških funkcij, kot 
hormoni (stereoidi, giberelini in abscisna kislina), imajo vlogo pri vzdrževanju pretočnosti 
membrane (stereoidi), sodelujejo pri dihanju (kinoni), pri pretvorbi sončne energije 
(kartenoidi) in pri regulaciji rasti (prenilacija in glikozilacija) (12, 13). Sekundarni metaboliti 
izoprenoida imajo tržno vrednost kot okusi, pigmenti, polimeri in zdravila (14). Sodelujejo 
tudi pri biosintezi bakterijske celične stene (15). Kljub strukturni in funkcionalni raznolikosti 
med izoprenoidi vsi izhajajo iz istega iz petih ogljikov (C5) sestavljenega prekurzorja, 
izopentenil difosfata (IPP) in njegovega izomera dimetilalil difosfata (DMAPP). Dodajanje 
enot IPP v DMAPP tvori prenil difosfat molekule naraščujoče velikosti, kot so geranil 
difosfat (GPP, C10), farnezil difosfat (FPP, C15) in geranilgeranil difosfat (GGPP, C20) 
(14). 
Skupina preniltransferaz je odgovorna za linearnost poliizoprenoidnih lipidov, ki jih 
uvrščamo med cis in trans vrste v skladu s stereokemijo dvojne vezi, ki nastanejo z 
kondenzacijskimi reakcijami IPP z alilnimi substrati.  
Glede na dolžino verige produkta in njihove funkcije do sedaj identificirane trans-
preniltransferaze katalizirajo produkte do C50, vključno s C15 FPP in C20 GGPP, ki se 
uporabljajo za spreminjanje signalnih proteinov za njihovo sidranje v celično membrano ali 
kot prekurzor vitaminov, pigmentov in številnih drugih naravnih izoprenoidov. C25 
farnezilgeranil difosfat FGPP je sestavna komponenta lipidne membrane termofilne Arheje, 
C30 ~ C50 kot stranske verige ubikinona in menakinona enake vrste. Cis-preniltransferaze 
tvorijo večje produkte, vključno s C55 lipidnim nosilcem za biosintezo bakterijske celične 
stene, C100 ~ C120 doliholi za biosintezo glikoproteina v endoplazemski retikulum, do tisoč 
IPP za naravni kavčuk (15). 
1.3 Peptidoglikan 
Bakterije imajo zaščitno celično steno sestavljeno iz lipidov, proteinov in ogljikovih 
hidratov. Peptidoglikan je sestavina celične stene in je prisotna na zunanji strani 
citoplazemske membrane. Njegova glavna naloga je ščititi celico, ohranjati njeno obliko, 
služi pa tudi kot ogrodje za sidranje proteinov in teihojske kisline. Glavne strukturne 
značilnosti peptidoglikana so linearne glikanske verige, premrežene s kratkimi peptidi. 
Glikanske verige sestavljajo izmenični ostanki N-acetilglukozamina (GlcNAc) in N-




Sinteza komponent peptidoglikana se prične v citoplazmi. Undekaprenil difosfat (UPP) se 
sintetizira z undekaprenil difosfat sintazo (UPPS), nato je defosforiziran s difosfazo z 
undekaprenil difosfat fosfatazo (UPPP) v undekaprenil fosfat (UP), ki je nosilec podenote 
glikana. Encima katalizirata zaporedni prenos MurNAc in GlcNAc iz prekurzorjev 
nukleotida na nosilec UP, pri čemer nastaneta Lipid I in II. Lipid II se s flippazo MurJ 
premesti na periplazemsko stran membrane. Tam se disaharid uporablja pri polimerizaciji 
glikanov in peptidoglikanskem zamreževanju z UPP kot stranski produkt transglikolizacije. 
UPP je defosforiliran in tvori UP, ki se vrne nazaj v notranji del membrane za ponovno 
uporabo v ciklu sinteze komponente peptidoglikana (16, 17). 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz transporta UPP v celično membrano in sodelovanje pri prenosu Lipida II iz citosola 





1.4 Sinteza UPP 
UPP (Slika 2) je linearni bakterijski poliizoprenoid in je pomemben pri tvorbi Lipida II, ki 
je odgovoren za GlcNAc-MurNAc-pentapeptid prenos (»flip-flop«) preko bakterijske 
celične membrane (18). 
 
Slika 2: Shematski prikaz biosinteze UPP (prirejeno po 21). 
Biosinteza bakterijske celične stene, ki je predstavljena na sliki 1, se začne s tvorbo C5 
izoprenoidov DMAPP in IPP, ki nastane pri E. coli po 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfat (MEP) 
poti. DMAPP nato zaporedno kondenzira z molekulo IPP, kjer tvori najprej GPP, kataliziran 
s farnezil difosfat sintazo (FPPS), temu pa sledi kondenzacija z dodatnim IPP za tvorbo FPP. 
Pot lahko poteka preko geranil difosfat sintaze (GPPS). FPP nato kondenzira z osmimi 
dodatnimi IPP molekulami in tvori UPP v reakciji, ki jo katalizira (UPPS). UPP se nato 
pretvori z undekaprenil difosfat fosfatazo (UPPP) v undekaprenil fosfat (UP), ki deluje kot 
membransko ‘sidro’ za tvorbo glikoziliranih produktov (Lipid I, Lipid II), ki se nato 
pretvorijo v peptidoglikansko celično steno. UPPS je pomemben za rast patogenov, hkrati je 
odsoten pri ljudeh, zato je zanimiva tarča v razvoju potencialnih novih protibakterijskih 
učinkovin (19, 20). 
1.5 Encim UPPS  
UPPS je funkcionalni homodimer, sestavljen iz dveh enakih podenot, vsaka izmed njih je 
sestavljena iz približno 250 aminokislin, skupaj 29 kDa. Vsaka podenota je sestavljena iz 
šestih vzporednih β-verig, ki tvorijo osredno jedro. Jedro je obdano z sedmimi α vijačnicami 
in tremi dodatnimi kratkimi vijačnicami (ki povezuje α5 in α6, βF in α7, βE in βF v E. coli). 
Pri encimu je pomembno obsežno gibanje jedra in zanke na vrhu aktivnega mesta. Poznamo 
odprto obliko UPPS, kjer je produkt vezan na encim, apo obliko ter zaprto obliko UPPS, ki 




Aktivno mesto UPPS je oblikovano kot dolg tunel po celotni dolžini jedra encima. Veliko je 
zaradi velikega končnega produkta (55 ogljikovih atomov), ki se mora prilegati v katalitični 
hidrofoben tunel. Zaradi kompleksnosti encimske dinamike in visoke fleksibilnosti encima, 
lahko veže večje število zaviralcev majhnih molekul in ima več ločenih mest vezave (21, 
22). 
1.6 Struktura UPPS 
Strukture petih UPPS-bisfosfonatnih kompleksov so bile določene s pomočjo rentgenske 
kristalografije. V vsaki izmed petih struktur so ugotovili, da obstajajo do štiri vezavna mesta 
na monomeru. Tri mesta vezave se nahajajo na vrhu tunela, četrto mesto je na dnu. Mesto 
vezave 1 ustreza vezavi substrata FPP. Interakcij med ligandi z Asp-26, Asn-28, Arg-39, 
His-43, Arg-51, Arg-77, Phe-89, Arg-102 in His-103 so skupni za vsa štiri mesta v petih 
strukturah. Izmed petih struktur se je BPH-629 izkazal za najmočnejšega zaviralca (slika 3). 
Na sliki 4 je ponazorjen encim UPPS vezan s tem zaviralcem, na vseh štirih mestih vezave. 
V povprečju je le 9 beljakovinskih stikov za mesta 2, 3 in 4, mesto 1 pa ima 14 beljakovinskih 
stikov (22). 
 





Slika 4: Shematski prikaz mest vezave kokristaliziranega bisfosfonatnega inhibitorja BPH-629 v E. coli UPPS 
(prirejeno po 21). 
1.7 Aktivno mesto UPPS 
IPP in FPP substrata UPPS sta sestavljena iz negativno nabite pirofosfatne glave in 
hidrofobne alkilne verige. Pirofosfatno skupino prepoznajo pozitivno nabiti ostanki, alkilna 
skupina pa tvori hidrofobne interakcije z UPPS.  
Kot je prikazano na sliki 5 je Mg2+ pomemben za katalitično aktivnost UPPS, saj predstavlja 
most med pirofosfatno skupino substrata in karboksilno skupino Asp26 v E. coli. Dokazano 





Slika 5: Shematski prikaz mesta vezave FPP in IPP v UPPSEc (18). 
 
Kristalna struktura je pokazala konformacijske spremembe med vezavo substrata FPP, IPP 
kondenzacijo in sproščanjem produkta. Fleksibilnost encimske strukture in vključenost več 
aminokislinskih ostankov pri vezavi substrata je bistvenega pomena, ker encim katalizira 
več IPP kondenzacij, kar vodi do velikega hidrofobnega produkta.  
Aminokislinski ostanki Ser71, Asn74, Arg77 in Glu81, ki se nahajajo na fleksibilni zanki, 
pripomorejo k interakciji med IPP in FPP in so pomembni za sprožitev kondenzacijske 
reakcije. Gibljiva zanka se nahaja na vrhu zvite α3 vijačnice in je pomembna za katalizo, 
vezavo substrata in sproščanje produkta. Na dnu tunela je Phe137, ki ustavi kondenzacijo, 
ko je oblikovan UPP (18). 
1.8 UPPS zaviralci 
Poznamo več vrst zaviralcev UPPS (slika 6), eden izmed njih je analog substrata FPP, ti 
analogi posnemajo strukturo izvornih substratov. Predstavnika sta farneziltio difosfat (FsPP) 
z IC50 1,3 µM (struktura 2) in fluorescentni analog 6,7-(2,6-dimetil-8-difosfo-2,6-
oktadieniloksi)-8-metil-4-trifluorometil-kromen-2-on geranil difosfat z IC50 4,8 µM 
(struktura 3) (23). Analogi substrata IPP so lahko prav tako zaviralci, kot na primer derivati 




(struktura 4) in spojina 2-(4-metilpent-4-en-1-il)fumarna kislina z IC50 135 µM (struktura 5) 
(24). Bisfosfonati predstavljajo pomembno skupino znanih zaviralcev, eden bolj obetavnih 
je BPH-629 z IC50 0,59 µM (slika 3, struktura 1) (22). Strukturni razredi zaviralcev, kot so 
amid-diketo kisline, dihidropiridon-3-karboksilati in arildiketo kisline, imajo prav tako 
močno zaviralno delovanje na UPPS. Predstavnika sta struktura 6 z IC50 0,24 µM in struktura 
7 z IC50 0,51 µM (25). 
 
Slika 6: Strukture znanih zaviralcev UPPS. 
 
1.9 Virtualno rešetanje na osnovi strukture UPPS encima iz E. coli.  
Eden izmed možnih pristopov za odkrivanje novih zaviralcev je kombinacija oblikovanja 
farmakofora in molekularne dinamike. Podoben princip je bil uporabljen pri iskanju 
zaviralcev UPPS encima. Farmakoforni model je bil oblikovan na znani kristalni strukturi 




obogatena knjižnica spojin, uporabljena za sidranje v UPPS konformacijski sklop, ustvarjen 
z eksperimentom molekularne dinamike.  
Modeliranje sidranja farmakofora so izvedli z bazo spojin ZINC, podskupine knjižnice 
ZINC Drugs Now z 10,7 milijonov spojinami, kjer so spojine takoj komercialno dostopne. 
Naslednji korak je bilo modeliranje farmakoforja,na podlagi zaviralca BPH-629. Izmed 
desetih podobnih modelov farmakofora, ki so bili generirani in ocenjeni s pomočjo 
virtualnega rešetanja na podlagi knjižnice prijavljenih bisfosfonatov, so izbrali najboljši 
model in ga uporabili za filtriranje pripravljene knjižnice. Končno knjižnico 13.530 spojin 
so pripravili in sidrali v proteinsko konformacijo. 34 najbolje ocenjenih spojin so kupili ter 
ovrednotili biokemično in mikrobiološko. Testirali so njihovo zaviranje proti UPPS iz E. 
coli in odkrili tri obetavne zaviralce (8-10) v mikromolarnem območju. Na sliki 7 so 
predstavljeni kot spojine 8, 9 in 10: 
• zaviralec 8: (E)-2-(2-ciano-3-(1-(naftalen-1-ilmetil)-1H-indol-3-il)akrilamid) 
benzojsko kislino,  
• zaviralec 9: (E)-2-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid)benzojsko 
kislino,  
• zaviralec 10: 2-(2-((5-(benzofuran-2-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetamid) 
benzojsko kislino. 
Zaviralci so derivati antranilne kisline z večjim hidrofobnim delom, ki je vezan na amidno 
skupino preko različnih distančnikov: cianoakriloilni za spojini 1 in 2 ter 2-tioacetilni za 
spojino 3. Vsi so podobno vezani na proteinsko konformacijo ter imajo podobne volumne 
mesta vezave. Vsi trije zaviralci bi se lahko vezali na FPP vezavno mesto in delovali kot 
kompetitivni zaviralci. Poleg tega ostanek antranilne kisline deluje kot mimetik pirofosfata 










2. NAMEN DELA 
Cilj našega dela je sinteza novih zaviralcev encima UPPS na osnovi strukture spojin 
zadetkov iz predhodnega virtualnega rešetanja (predstavljeni na sliki 7). Sintetizirali bomo 
različne derivate triazola ter alfa-cianocimetne kisline (slika 8). Naši cilji so: 
• sinteza spojine (E)-2-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid)benzojske 
kisline in njenih analogov, 
• sinteza spojine 2-(2-((5-(benzofuran-2-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetamid) 
benzojske kisline in njenih analogov. 
 
Slika 8: Prikaz načrta dela za sintezo derivatov triazola ter alfa-cianocimetne kisline. 
Poleg kislin bomo sintetizirali ustrezne estre, da preverimo, če je za zaviralno delovanje 
nujna prisotnost karboksilne kisline. Tekom sinteze končnih spojin pa bomo sintetizirali tudi 
posamezne strukturne fragmente končnih spojin in preverili, če izkazujejo zaviralno 
delovanje na UPPS. 
Pri ovrednotenju zaviralnega delovanja na encim UPPS nam bo v podporo biokemijski test, 
ki ga bodo izvedli na Univerzi v Parizu. Rezultati biokemijskega testiranja bodo predstavljali 
podlago za ovrednotenje vpliva posameznih modifikacij na zaviralno delovanje spojin na 
encim UPPS, s tem pa bomo pridobili nekaj novih pomembnih informacij o odnosu med 




3. MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili komercialno dostopna topila in reagente različnih 
proizvajalcev: Acros Organics, Alfa Aesar, Apollo Scientific, Carlo Erba, Maybridge, 
Merck, Sigma-Aldrich, TCI Europe. Vsi reagenti in topila so bili uporabljeni brez posebne 
predpriprave ali dodatnega čiščenja. Brezvodni THF smo pripravil ob prisotnosti 
benzofenona in natrija z destilacijo v argonovi atmosferi. Brezvodni DMF smo pripravili na 
molekularnih sitih z velikostjo por 4 Å. Brezvodna topila smo shranjevali v zrakotesno 
zaprtih erlenmajericah, predhodno prepihanih z argonom. 
3.2 Metode 
3.2.1  Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TPK): TPK smo uporabili za opazovanje poteka reakcij in 
preverjanje čistosti končnih spojin. Uporabili smo plošče TPK Silica gel 60 F254 proizvajalca 
Merck. Plošče imajo na aluminijastem nosilcu nanešen silikagel s fluorescentnim 
indikatorjem debeline 0,20 mm. Prisotnost spojin smo zaznali z UV svetlobo pri dveh 
različnih valovnih dolžinah, tj. 254 nm in 366 nm.  
Kolonska kromatografija: Za ločitev in čiščenje spojin smo uporabili kolonsko 
kromatografijo. Silikagel 60 proizvajalca Merck z velikostjo delcev 0,04-0,063 mm je 
predstavljal stacionarno fazo. Mobilna faza je bila različna pri vsaki sintezi in je navedena 
pri sintezah posameznih spojin.  
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti z reverzno fazo (HPLC):  
Tekočinsko kromatografijo skopljeno z masnim spektrometrom (LC-MS) smo uporabili za 
analitsko ovrednotenje spojin. Aparatura, ki smo jo uporabili, je bila Agilent 1100 LC z UV 
detektorjem pri 220 in 254 nm. Vzorci so bili nanešeni na kolono xBridge C18 (3,5 µm, 4,6 
x 150 mm) podjetja Waters (kolono smo termostatirali na 40 ºC) v volumnu 5 µL, hitrost 
pretoka mobilne faze pa 1,5 ml/min. Uporabljena mobilna faza je bila mešanica raztopine I 
(1 % raztopine acetonitrila + 0,1 % mravljična kislina v vodi) in II (acetonitril). Spreminjanje 
gradienta raztopine II pri izbrani metodi je znašal: 0–1 min, 25 %; 1–6 min, 25–98 %; 6–6,5 






3.2.2  Spektroskopske metode 
Jedrska magnetnoresonančna spektroskopija (NMR): Za identifikacijo in preverjanje čistosti 
spojin smo posneli 1H NMR spekter. Uporabili smo Bruker AVANCE III 400 MHz 
spektrometer na Fakulteti za Farmacijo Ljubljana. Spojine smo predhodno raztopili v 
devteriranih topila (CDCl3, MeOD ali DMSO-d6).  
Masna spektroskopija (MS): Molekulsko maso spojin smo potrdili z masno spektrometrijo, 
ki smo jo izvedli na masnem spektrometer Advion Expession® Compact Mass spectrometer 
na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani s tehniko snemanja ESI. Dodatno identifikacijo spojin 
smo izvedli še na masnem spektrometru visoke ločljivosti ExactiveTM Plus Orbitran Mass 
Spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.3  Določanje tališča 
Temperaturo tališča smo spojinam določili s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevano mizo 
Leica na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.  
3.2.4  Poimenovanje in risanje spojin 
Kemijske strukture in reakcijske sheme so narisane v programu ChemDraw Professional 
15.1.0.144 proizvajalca CambridgeSoft. 
3.2.5  Biokemijsko vrednotenje zaviralne aktivnosti na encimu UPPS 
Sintetiziranim končnim spojinam smo biokemijsko določili zaviralno aktivnost na encimu. 
UPPS Testiranje je izvedla dr. Hélène Barreteau na Univerzi v Parizu v Franciji (Bacterial 
Cell Envelopes and Antibiotics Group, Institute for Integrative Biology of the Cell (I2BC), 
CEA, CNRS, University of Paris Sud). Encimska aktivnost UPPS je bila določena s 
kinetičnim testom, ki uporablja radioaktivni substrat. Pri testu se izmeri tvorba UPP v 
reakcijski zmesi, testirane spojine pa so bile dodane v reakcijsko zmes v obliki raztopine v 
DMSO v takšnem volumnu, da končna koncentracija DMSO ni presegala 5% (v/v). Encim 
so raztopili v 20 mM pufru HEPES s 150 mM NaCl pri pH 7,5 do ustrezne koncentracije, 




mM HEPES pri pH 7,5, 50 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 1,5 µM FPP, 12 µM 14C-izopentenil 
difosfata (14C-IPP), 2 µL DMSO z ali brez zaviralca in 18 µL raztopine encima. Reakcijo 
so sprožili z dodajanjem encima v zmes in jo opazovali 30 minut pri 25° C, preden so jo 
ustavili z zamrzovanjem s tekočim dušikom. Reakcijsko zmes so liofilizirali in suspendirali 
v 10 µL prečiščene vode. Radioaktivno označen substrat 14C-IPP in produkt UPP sta bila 
kvantitativno ločena na silikagel 60 TPK plošči z uporabo mešanice 1-propanola, 
amonijevega hidroksida in vode v razmerju 6/3/1 (v/v/v) kot mobilne faze (Rf(14C-IPP) 
okrog 0,21-0,30, Rf(UPP) okrog 0,55-0,65). Koncentracijo UPP so določili na optičnem 
čitalniku radioaktivnosti. Rezidualno aktivnost (RA) so izračunali glede na kontrolno 




















4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ 
4.1 Sinteza 3-((4-metoksibenzil)oksi)benzaldehida (1) 
 
 
Slika 9: Reakcijska shema sinteze spojine 1. 
 
3-Hidroksibenzaldehid (4,88 g, 40 mmol, 1,0 ekv) smo raztopili v 40 ml acetona in med 
mešanjem dodali kalijev karbonat (6,08 g, 44 mmol, 1,1 ekv), 4-metoksibenzil klorid (5,424 
ml, 40 mmol, 1,0 ekv) in konico spatule kalijevega jodida (približno 10 mg). Reakcijsko 
zmes smo segrevali 4 ure pri 50 °C, nato pa jo mešali še preko noči pri sobni temperaturi. 
Aceton smo naslednji dan odparili pod znižanim tlakom, dodali 100 ml etil acetata in spirali 
z vodo (50 ml), 1 M NaOH (50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z 
odparevanjem pri znižanem tlaku.  
 
Preglednica I: Analizni podatki spojine 1 
IUPAC ime 3-((4-metoksibenzil)oksi)benzaldehid 
Molska masa 242,27 g/mol 
Izgled  Beli kristali 
Tališče 64 – 66 °C 
Izkoristek 86 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=2:1, V/V) = 0,73 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm)= 3.82 (s, 3H), 5.05 (s, 2H), 6.91-6.95 (m, 2H), 7.22-
7.26 (m, 1H), 7.35-7.39 (m, 2H), 7.43-7.49 (m, 3H), 9.98 (s, 1H). 







4.2 Sinteza (E)-etil 2-ciano-3-(3-((4-metoksibenzil)oksi)fenil)akrilata (2)  
 
 
Slika 10: Reakcijska shema sinteze spojine 2. 
 
Spojino 1 smo raztopili v 50 ml brezvodnega etanola in med mešanjem dodali konico spatule 
piperidina (približno 10 mg) ter molekularna sita. Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi 
mešali preko noči pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo filtrirali skozi celit in sprali z etil 
acetatom. Z odparevanjem pri znižanem tlaku smo odstranili topilo. Produkt smo očistili in 
ločili s kolonsko kromatografijo, z mobilno fazo EtOAc/n-heksan = 1/1(V/V).  
 
Preglednica II: Analizni podatki spojine 2 
IUPAC ime (E)-etil 2-ciano-3-3(3-((4-metoksibenzil)oksi)fenil)akrilat 
Molska masa 337,37 g/mol 
Izgled  Rumena oljnata tekočina 
Izkoristek 69 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=1:2, V/V) = 0,53 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm)= 1.40 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 3.82 (s, 3H), 4.39 (q, J = 
7.1 Hz, 2H), 5.05 (s, 2H), 6.91-6.94 (m, 2H), 7.16 (ddd, J = 
8.3, 2.5, 0.9 Hz, 1H), 7.36-7.42 (m, 3H), 7.50-7.54 (m, 1H), 








4.3 Sinteza (E)-2-ciano-3-(3-((4-metoksibenzil)oksi)fenil) akrilne kisline (3)  
 
 
Slika 11: Reakcijska shema sinteze spojine 3. 
 
Spojino 2 smo raztopili v 70 ml 10% NaOH, dodali smo 70 ml 1,4-dioksana in pri sobni 
temperaturi mešali 2 ure. Po koncu reakcije smo dodali 100 ml etil acetata in z ekstrakcijo 
ločili organsko in vodno fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 100 ml etil 
acetata in spirali z NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali, 
topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Dobili smo belo amorfno snov. 
 
Preglednica III: Analizni podatki spojine 3 
IUPAC ime (E)-2-ciano-3-(3-((4-metoksibenzil)oksi)fenil)akrilna kislina 
Molska masa 309,32 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek  
Tališče 136 – 138 °C 
Izkoristek 27 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=2:1, V/V) = 0,05 
MS (ESI-) m/z izračunan za C18H14NO4 [M-H]
- 308,1; izmerjen 308,1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): 
3.75 (s, 3H), 5.07 (s, 2H), 6.93-6.97 (m, 2H), 7.27 (ddd, J = 
8.4, 2.5, 0.7 Hz, 1H), 7.39-7.41 (m, 2H), 7.50 (t, J = 8.0 Hz, 










4.4  Poskus sinteze (E)-metil 2-(2-ciano-3-(3-((4-
metoksibenzil)oksi)fenil)akrilamid) benzoata (4) 
 
 
Slika 12: Reakcijska shema poskusa sinteze spojine 4. 
 
Spojino 3 (445 mg, 1,44 mol, 1 ekv) smo raztopili v 50 ml brezvodnega DKM in med 
mešanjem dodali oksalil klorid (539 µl, 2,88 mmol, 2 ekv), metil antranilat (234 µl, 1,73 
mmol, 1,2 ekv), 3-etilamin (602 µl, 4,32 mmol, 3 ekv) ter v argonovi atmosferi pri sobni 
temperaturi mešali 1 uro. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml nasičenega natrijevega 
hidrogenkarbonata, 50 ml etil acetata in z ekstrakcijo ločili vodno in organsko fazo. Vodni 
fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 70 ml etila acetata in spirali z NaCl (50 ml). 
Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, topilo pa odstranili z odparevanjem pri 
znižanem tlaku. Reakcija ni potekla, kar smo potrdili tudi s tankoplastno kromatografijo 













4.5 Sinteza 3-((4-fluorobenzil)oksi)benzaldehida (5)  
 
 
Slika 13: Reakcijska shema sinteze spojine 5. 
 
3-hidroksibenzaldehid (2,44 g, 20 mmol, 1,0 ekv) smo raztopili v 25 ml acetona in med 
mešanjem dodali kalijev karbonat (3,04 g, 22 mmol, 1,1 ekv), 4-fluorobenzil bromid (2,49 
ml, 20 mmol, 1,0 ekv) in konico spatule kalijevega jodida (približno 10 mg). Reakcijsko 
zmes smo segrevali 4 ure pri 50 °C, nato pa jo mešali še preko noči pri sobni temperaturi. 
Aceton smo naslednji dan odparili pod znižanim tlakom, dodali 50 ml etil acetata in spirali 
z deionizirano vodo (50 ml), 1 M NaOH (50 ml) in nasičeno raztopino NaCl (50 ml). 
Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa 
odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku.  
 
Preglednica IV: Analizni podatki spojine 5. 
IUPAC ime 3-((4-fluorobenzil)oksi)benzaldehid 
Molska masa 230,23 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek 
Tališče 71 – 73 °C 
Izkoristek 88 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=2:1, V/V) = 0,64 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm)= 5.08 (s, 2H), 7.06-7.12 (m, 2H), 7.22-7.26 (m, 1H), 
7.39-7.44 (m, 2H), 7.46-7.50 (m, 3H), 9.98 (s, 1H). 








4.6 Sinteza (E)-etil 2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilata (6)  
 
 
Slika 14: Reakcijska shema sinteze spojine 6. 
 
Spojino 5 smo raztopili v 50 ml brezvodnega etanola in med mešanjem dodali konico spatule 
piperidina (približno 10 mg) ter molekularna sita. Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi 
mešali preko noči pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo filtrirali skozi celit in sprali z etil 
acetatom. Z odparevanjem pri znižanem tlaku smo odstranili topilo in izolirali rumen oljnat 
produkt.  
 
Preglednica V: Analizni podatki spojine 6 
IUPAC ime (E)-etil 2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilat 
Molska masa 325,33 g/mol 
Izgled  Rumena oljnata tekočina 
Izkoristek 84 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=1:2, V/V) = 0,60 
MS (ESI+) 
MS (ESI-) 
m/z izračunan za C19H16FNO3 [M+H]
+ 326,1; izmerjen 326,1 
m/z izračunan za C21H21FNO4 [M+EtOH-H]
- 370,4; izmerjen 
370,1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
 
δ (ppm)= 1.31 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 4.32 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 
5.14 (s, 2H), 7.20-7.25 (m, 2H), 7.30 (ddd, J = 8.3, 2.5, 0.7 Hz, 
1H), 7.50-7.55 (m, 3H), 7.67-7.69 (m, 1H), 7.71-7.72 (m, 1H), 






4.7 Sinteza (E)-2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil) akrilne kisline (7) 
 
 
Slika 15: Reakcijska shema sinteze spojine 7. 
 
Spojino 6 smo raztopili v 70 ml 10% NaOH, dodali smo 70 ml 1,4-dioksana in pri sobni 
temperaturi mešali 2 ure. Po koncu reakcije smo dodali 100 ml etil acetata in z ekstrakcijo 
ločili organsko in vodno fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 100 ml etil 
acetata in spirali z NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, topilo 
pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo Izolirali kot belo amorfno 
snov. 
 
Preglednica VI: Analizni podatki spojine 7 
IUPAC ime (E)-2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil) akrilna kislina 
 Molska masa 297,28 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek 
Tališče 186 – 190 °C 
Izkoristek 75 % 
TPK Rf (EtOAc/n-heksan=2:1, V/V) = 0 
MS (ESI-) m/z izračunan za C17H13FNO3 [M-H]
- 296,07; izmerjen 296,1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
5.14 (s, 2H), 7.21-7.27 (m, 3H), 7.47-7.54 (m, 3H), 7.62-7.64 






4.8 Sinteza (E)-2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akriloil klorida (8) 
 
 
Slika 16: Reakcijska shema sinteze spojin 8, 9, 10 in 11. 
 
Spojino 7 (1,5 g, 5,30 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 20 ml brezvodnega DKM in med 
mešanjem dodali oksalil klorid (807 mg, 6,36 mmol, 1,2 ekv) in nekaj kapljic brezvodnega 
DMF. Pri sobni temperaturi smo v argonovi atmosferi mešali 2 uri. Topilo smo odstranili z 
odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo raztopili v brezvodnem toluenu (35 ml) ter 
ga razdelili na 3 dele za spojine 9, 10 ter 11.  
 
 
4.9 Poskus sinteze (E)-metil 2-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid) 
benzoata (9) 
V raztopljeno spojino 8 ( 272 mg, 0,86 mmol, 1 ekv) smo dodali 5 ml brezvodnega toulena, 




piridin (2 ml). Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi mešali preko noči pri sobni 
temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml nasičenega natrijevega hidrogenkarbonata, 
50 ml etil acetata in z ekstrakcijo ločili vodno in organsko fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M 
HCl do pH 2-3, dodali 70 ml etil acetata in spirali z NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili 
nad brezvodnim Na2SO4, topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Na podlagi 
analize s TPK produkt 9 v reakcijski zmesi ni nastal. 
4.10 Poskus sinteze (E)-3-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid) 
benzojske kisline (10) 
V raztopljeno spojino 8 ( 695 mg, 2,2 mmol, 1 ekv) smo dodali 14 ml brezvodnega toulena, 
brezvoden DKM (153 µl, 2,4 mmol, 1,1 ekv), 3-aminobenzojsko kislino (329 mg, 2,4 mmol, 
1,1 ekv) in piridin (0,5 ml). Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi mešali preko noči 
pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml nasičenega natrijevega 
hidrogenkarbonata, 50 ml etil acetata in z ekstrakcijo ločili vodno in organsko fazo. Vodni 
fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 70 ml etil acetata in spirali z NaCl (50 ml). 
Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, topilo pa odstranili z odparevanjem pri 
znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo 
eter/petroleter = 2/1(V/V). Na podlagi analize s TPK produkt 10 v reakcijski zmesi ni nastal. 
4.11 Poskus sinteze (E)-4-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid) 
benzojske kisline (11) 
V raztopljeno spojino 8 ( 695 mg, 2,2 mmol, 1 ekv) smo dodali brezvodni DKM (153 µl, 2,4 
mmol, 1,1 ekv), 4-aminobenzojsko kislino (329 mg, 2,4 mmol, 1,1 ekv), 4-metilmorfolin 
(264 µl, 2,4 mmol, 1,1 ekv) ter piridin (0,5 ml). Reakcijsko zmes smo v argonovi atmosferi 
mešali preko noči pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml nasičenega 
natrijevega hidrogenkarbonata, 50 ml etil acetata in z ekstrakcijo ločili vodno in organsko 
fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 70 ml etil acetata in spirali z NaCl 
(50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, topilo pa odstranili z 
odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko kromatografijo z 
mobilno fazo eter/petroleter = 2/1 (V/V). Na podlagi analize s TPK produkt 11 v reakcijski 








Slika 17: Reakcijska shema sinteze spojine 9. 
 
Spojino 7 (428 g, 1,44 mol, 1 ekv) smo raztopili v 70 ml brezvodnega DKM in med 
mešanjem dodali oksalil klorid (6,4 ml, 2,88 mmol, 2 ekv), metil antranilat (3,7 ml, 1,73 
mmol, 1,2 ekv), piridin (5 ml) ter v argonovi atmosferi pri sobni temperaturi mešali preko 
noči. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml etil acetata in spirali z NaCl (30 ml). Produkt smo 
očistili in ločili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo eter/petroleter = 1,5/1, V/V.  
 
Preglednica VII: Analizni podatki spojine 9 
IUPAC ime (E)-metil 2-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil) 
akrilamid)benzoat 
Molska masa 430,43 g/mol 
Izgled  Rjavkasto bel amorfni prašek 
Tališče 149 – 153 °C 
Izkoristek 14 % 
TPK Rf (eter/petroleter=1,5:1 (V/V)) = 0,45 
MS (ESI-) 
MS (ESI+) 
m/z izračunan za C25H18FN2O4 [M-H]
- 429,1; izmerjen 429,0 
m/z izračunan za C25H20FN2O4 [M+H]
+ 431,1; izmerjen 431,2 
ESI-HRMS m/z izračunan za C25H18FN2O4 [M-H]
- 429,12561;  
izmerjen 429,12563 
m/z izračunan za C25H20FN2O4 [M+H]
+ 431,14016;  
izmerjen 431,13981 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm)= 3.92 (s, 3H), 5.17 (s, 2H), 7.22-7.26 (m, 2H), 7.29-




J = 8.0, 1.5 Hz, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.49 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 
1H), 11.55 (s, 1H). 
LC-MS tR = 7,39 min 
 
4.12.1 Poskus sinteze (E)-2-(2-ciano-3-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)akrilamid) 
benzojske kisline (12)  
 
 
Slika 18: Reakcijska shema poskusa sinteze spojine 12. 
 
Postopek A: Spojini 9 smo raztopili v 5 ml 1,4-dioksana in dodali 5 ml 1M NaOH, po 15 
min pa še 15 ml 1M NaOH. Na podlagi TPK po 45 minutah reakcije smo videli, da reakcija 
slabo poteka, zato smo dodali še 5 ml THF ter 10 ml 1M NaOH. Pri sobni temperaturi smo 
mešali 2 uri. Po koncu reakcije smo dodali 50 ml etil acetata in z ekstrakcijo ločili organsko 
in vodno fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M HCl do pH 2-3, dodali 50 ml etil acetata in 
raztopino DKM/metanol=15:1 (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s 
kolonsko kromatografijo z mobilno fazo eter/petroleter = 1,5/1(V/V). V nobenih izmed 
frakcij nismo izolirali produkta, kar smo potrdili s TPK in NMR analizo.  
Postopek B: Spojini 9 smo dodali 5 ml THF, 5 ml 1,4 dioksana in 10 ml 3M NaOH ter mešali 
preko noči pri sobni temperaturi. Glede na rezultate TPK reakcija ni potekla, zato smo 
segrevali še 1 uro pri 50 °C in nato 1 uro pri 100 °C. Po koncu reakcije smo dodali 50 ml etil 
acetata in z ekstrakcijo ločili organsko in vodno fazo. Vodni fazi smo dodali 1 M HCl do pH 
2-3, dodali 50 ml etil acetata in raztopino DKM/metanol=15:1 (50 ml). Organsko fazo smo 
sušili nad brezvodnim Na2SO4, topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Oljni 
zaostanek smo čistili s kolonsko kromatografijo z mobilno fazo eter/petroleter = 1,5/1 (V/V). 







4.13 Sinteza 5-(benzofuran-2-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiola (15) 
 
 
Slika 19: Reakcijska shema sinteze spojine 15. 
 
Benzofuran-2-karboksilno kislino 13 (3,24 g, 20 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 50 ml 
brezvodnega DKM in med mešanjem na ledeni kopeli dodali oksalil klorid (4,0 ml 40 mmol, 
2 ekv). Po odstranitvi z ledene kopeli smo dodali nekaj kapljic brezvodnega DMF in v 
argonovi atmosferi pri sobni temperaturi mešali 1 uro. Topilo smo odparili pod znižanim 
tlakom, dodali po kapljicah 50 ml brezvodnega etanola, hidrazin hidrat (2,4 ml, 50 mmol, 
2,5 ekv) in pri refluksu mešali 3 ure. Reakcijsko zmes smo ohladili in odnučali belo oborino 
14, oborini dodali 50 ml etanola, fenil izotiocianat (2,4 ml, 20 mmol, 1 ekv) ter mešali pri 
refluksu 1 uro. Topilo smo odparili pod znižanim tlakom, dodali 50 ml 1M NaOH in mešali 
pri refluksu 2 uri. Dodali smo 1M HCl do pH 4-5, odnučali oborino in sprali z deionizirano 
vodo.  
Preglednica VIII: Analizni podatki spojine 14 
 
IUPAC ime benzofuran-2-karbohidrazid 
 Molska masa 176,17 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek 
Tališče 188-190 °C (lit. (28): 190-192 °C) 
Izkoristek 83% 
TPK Rf (eter/petroleter=1:1, V/V) = 0,49 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm)= 4.58 (rs, 2H), 7.30-7.34 (m, 1H), 7.42-7.46 (m, 1H), 
7.51 (d, J= 0.9 Hz, 1H), 7.62-7.65 (m, 1H), 7.74-7.76 (m, 1H), 
10.04 (s, 1H). 




Preglednica IX: Analizni podatki spojine 15 
IUPAC ime 5-(benzofuran-2-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol 
 Molska masa 293,34 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek 
Tališče >250 °C (lit. (29): 276 °C) 
Izkoristek 76 % 
TPK Rf (eter/petroleter=1:1, V/V) =0,42 
1H NMR (400 MHz, 
MeOD) 
δ (ppm)= 7.02-7.06 (m, 1H), 7.27-7.31 (m, 3H), 7.39-7.44 (m, 
2H), 7.51-7.53 (m, 2H), 7.59-7.61 (m, 1H), 7.70-7.72 (m, 1H); 
1H od SH je izmenjan 
 
4.14 Sinteza metil 2-(2-bromoacetoamid) benzoata (16)  
 
 
Slika 20: Reakcijska shema sinteze spojine 16. 
 
Raztopino metil 2-aminobenzoata (3,0 g, 20 mmol, 1 ekv.) v brezvodnem DMF (30 ml) smo 
ohladili na 0 °C in v argonovi atmosferi dodali bromoacetil bromid (1,92 ml, 22 mmol, 1,1 
ekv.), raztopljen v 1,4-dioksanu (6 ml). Mešali smo pri sobni temperaturi čez noč in 
reakcijsko zmes zlili na 50 ml vode ter nastalo oborino odfiltrirali z odsesavanjem. 
 
Preglednica X: Analizni podatki spojine 16 
IUPAC ime Metil 2-(2-bromoacetoamido)benzoat  
Molska masa 272,10 g/mol 
Izgled  Beli amorfni prašek 
Tališče 76 – 78 °C (lit. (30): 82-84 °C) 
Izkoristek 64 % 




MS (ESI+)  m/z izračunano za C10H11BrNO3 [M+H]
+ 272,0; izmerjeno 
272,1 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 3. 87 (s, 3H), 4.23 (s, 2H), 7.25 (ddd, J1 = 1,2 Hz, 
J2 = 7,4 Hz, J3 = 7,9 Hz, 1H), 7.62 – 7.67 (m, 1H), 7.96 – 7.98 
(m, 1H), 8.23 (dd, J1 = 1,1 Hz, J2 = 8,4 Hz, 1H), 11.07 (s, 1H).  
 
 
4.15 Poskus sinteze metil 2-(2-((5-(benzofuran-2-il)-4-fenil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio) 
acetamid) benzoata (17) 
 
 
Slika 21: Reakcijske shema poskusov sinteze spojine 17. 
 
Preglednica XI: Reagenti poskusa sinteze spojine 17 
Postopek Reagenti in pogoji 
A K2CO3, brezvodni DMF, brezvodni DKM, sT, Ar (g), preko noči 
B K2CO3, brezvodni DMF, sT, Ar (g), preko noči 
C AcCN, TEA, refluks, 8h 
D trietilamin (TEA), brezvodni DKM, sT, Ar (g), 5h 
E brezvodni EtOH, sT, Ar (g), 4h 
F K2CO3, brezvodni DMF, sT, Ar (g), 2h 
G Na2CO3, DMSO, sT, 16h 
H KOH, brezvodni EtOH, sT, 16h 
I K2CO3, AcCN/DMF: 1/1, sT, preko noči 
 
 
Postopek A: Spojini 15 (293 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo dodali 8 ml brezvodnega DMF, kalijev 




2-(2-bromoacetil amid)benzoat (408 mg, 1,5 mmol, 1,5 ekv) in brezvodni DKM (512 µl, 8 
mmol, 8 ekv). Reakcijsko zmes smo mešali v argonovi atmosferi pri sobni temperaturi preko 
noči. Po koncu reakcije smo dodali 50 ml raztopine amonijevega klorida in 50 ml etil acetata 
in z ekstrakcijo ločili vodno in organsko fazo, katero smo spirali z nasičeno raztopino NaCl 
(50 ml). Topilo smo pri znižanem tlaku odparili. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko 
kromatografijo, z mobilno fazo eter/petroleter = 1/1, V/V. V nobenih izmed frakcij nismo 
izolirali produkta, kar smo potrdili s TPK in NMR analizo.  
Postopek B: Spojini 15 (293 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo dodali 10 ml brezvodnega DMF, metil 
2-(2-bromoacetil amid)benzoat (544 mg, 2 mmol, 2 ekv), kalijev karbonat (345 mg, 2,5 
mmol, 2,5 ekv) in v argonovi atmosferi preko noči mešali pri sobni temperaturi. Po koncu 
reakcije smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter ločili vodno in organsko 
fazo, katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z odparevanjem pri 
znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko kromatografijo, z mobilno fazo 
eter/petroleter = 1/1, V/V. V nobenih izmed frakcij nismo izolirali produkta, kar smo potrdili 
s TPK in NMR analizo.  
Postopek C: Spojini 15 (293 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo dodali 50 ml acetonitrila, metil 2-(2-
bromoacetil amid)benzoat (272 mg, 1 mmol, 1 ekv),in TEA (156 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv) ter 
mešali pri refluksu 8 ur. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil 
acetata ter ločili vodno in organsko fazo, katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 
ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo 
pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Na podlagi analize s TPK produkt 17 v 
reakcijski zmesi ni nastal. 
Postopek D: Metil 2-(2-bromoacetil amid)benzoatu (272 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo dodali 50 
ml brezvodnega DKM, spojino 15 (352 mg, 1,2 mmol, 1,2 ekv) in trietilamin (202 mg, 2 
mmol, 2 ekv) ter v argonovi atmosferi mešali 5 ur pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije 
smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter ločili vodno in organsko fazo, 
katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z odparevanjem pri 




Postopek E: Spojino 15 (293 mg, 1 mmol, 1 ekv) in metil 2-(2-bromoacetil amid)benzoat 
(272 mg, 1 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 50 ml brezvodnega etanola ter v argonovi atmosferi 
mešali 4 ure pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml deionizirane vode in 
50 ml etil acetata ter ločili vodno in organsko fazo, katero smo sprali z nasičeno raztopino 
NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo 
odfiltrirali, topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Na podlagi analize s TPK 
produkt 17 v reakcijski zmesi ni nastal. 
Postopek F: Spojino 15 (146,67 mg, 0,5 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 5 ml brezvodnega 
DMF, dodali metil 2-(2-bromoacetil amid)benzoat (136,05 mg, 0,5 mmol, 1 ekv) in kalijev 
karbonat (76,02 mg, 0,55 mmol, 1,1 ekv) ter mešali v argonovi atmosferi 2 uri pri sobni 
temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter 
ločili vodno in organsko fazo, katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). 
Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa 
odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko 
kromatografijo, z mobilno fazo eter/petroleter = 1/1, V/V. V nobenih izmed frakcij nismo 
izolirali produkta, kar smo potrdili s TPK in NMR analizo.  
Postopek G: Spojino 15 (146,67 mg, 0,5 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 5 ml DMSO, dodali 
metil 2-(2-bromoacetil amid)benzoat (136,05 mg, 0,5 mmol, 1 ekv), natrijev karbonat (63,6 
mg, 0,6 mmol, 1,2 ekv) ter mešali 16 ur pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije smo dodali 
30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter ločili vodno in organsko fazo, katero smo 
sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt 
smo očistili in ločili s kolonsko kromatografijo, z mobilno fazo eter/petroleter = 1/1, V/V. V 
nobenih izmed frakcij nismo izolirali produkta, kar smo potrdili s TPK in NMR analizo.  
Postopek H: Spojino 15 (146,67 mg, 0,5 mmol, 1 ekv) smo raztopili v 4 ml brezvodnega 
etanola, dodali metil 2-(2-bromoacetil amid)benzoat (136,05 mg, 0,5 mmol, 1 ekv), kalijev 
hidrat (30,9 mg, 0,55 mmol, 1,1 ekv) ter mešali 16 ur pri sobni temperaturi. Po koncu reakcije 
smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter ločili vodno in organsko fazo, 
katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo smo sušili nad 
brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z odparevanjem pri 




eter/petroleter = 1/1, V/V. V nobenih izmed frakcij nismo izolirali produkta, kar smo potrdili 
s TPK in NMR analizo.  
Postopek I: Spojini 15 (586 mg, 2 mmol, 1 ekv) smo dodali raztopino acetonitril/DMF 
(7,5/7,5 ml), kalijev karbonat (553 mg, 4 mmol, 2ekv,), po 15 minutah metil 2-(2-
bromoacetil amid)benzoat (544 mg, 2 mmol, 1 ekv) ter pri sobni temperaturi mešali preko 
noči. Po koncu reakcije smo dodali 30 ml deionizirane vode in 50 ml etil acetata ter ločili 
vodno in organsko fazo, katero smo sprali z nasičeno raztopino NaCl (50 ml). Organsko fazo 
smo sušili nad brezvodnim Na2SO4, sušilno sredstvo odfiltrirali, topilo pa odstranili z 
odparevanjem pri znižanem tlaku. Produkt smo očistili in ločili s kolonsko kromatografijo z 
mobilno fazo eter/petroleter = 2/1, V/V. V nobenih izmed frakcij nismo izolirali produkta, 


















5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Komentar sinteznih postopkov 
5.1.1  Sinteze spojin 5 - 12 
V prvi stopnji sinteze smo izvedli nukleofilno substitucijo, ki poteče po mehanizmu 
Williamsove sinteze etra med hidroksilno funkcionalno skupino in halogenoalkanom. 
Dodani K2CO3 povzroči nastanek konjugirane baze alkoksidnega iona, ki je zaradi večje 
elektronske gostote na kisiku močnejši nukleofil kot hidroksilna skupina, kar pripomore k 
hitrejšemu poteku reakcije. Dodani kalijev jodid deluje kot nukleofilni katalizator za 
alkilacijo (31).  
 
Slika 22: Mehanizem Williamsove sinteze etra (prirejeno po 31). 
 
 
V naslednji stopnji sinteze smo izvedli nukleofilno adicijo, ki poteče po mehanizmu 
Knoevenaglove kondenzacije. Aldehid in aktivirano metilensko skupino smo z uporabo 
aminske baze kot katalizatorja, v našem primeru piperidina, pretvorili v substituiran olefin. 
Prvi korak sinteze predstavlja deprotoniranje aktiviranega metilena z bazo, da dobimo 
resonančno stabiliziran enolat. Aminski katalizator reagira z aldehidom in tvori vmesni 
produkt iminijev ion, ki ga nato enolat napade. Vmesna spojina s pomočjo baze deprotonira, 
s tem dobimo še en enolat. Medtem amin v spojini protonira. Po eliminaciji molekule vode 













V tretji stopnji smo izvedli hidrolizo estra do karboksilne kisline. Karbonilno skupino v estru 
napade hidroksilna skupina nukleofila, tvorita pa se alkoholatni anion in kislina. V 
naslednjem koraku ireverzibilno nastaneta alkohol in karboksilatni anion. Nato pa smo 
pripravili sol karboksilne kisline in jo v kislem okolju pretvorili v nedisociirano obliko  
V tretji stopnji smo izvedli hidrolizo estra do karboksilne kisline z mehanizmom bazično 
katalizirane hidrolize estrov. V prvi stopnji nukleofil hidroksida napade elektrofilni ogljik 
estra, pretrga π vez in tvori tetraedrski intermediat. Nato vmesni produkt razpade, dvojna 
vez med kisikom in ogljikom razpade, kar povzroči, da se metoksid odcepi in nastane 
karboksilna kislina. V tretji stopnji sledi prenos protona. Reakcija poteče tam kjer metoksid 
deluje kot baza, kar omogoči deprotoniranje karboksilne kisline, nastane pa karboksilatni 
ion in alkohol (33). 
  
Slika 24: Mehanizem hidrolize estra do karboksilne kisline (prirejeno po 33). 
 
V četrti stopnji smo izvedli sintezo kislinskega klorida, katerega tvorimo v reakciji 
karboksilne kisline in oksalil klorida pri prisotnosti katalizatorja (DMF). Klor je v primerjavi 
s hidroksilno skupino bolj elektroprivlačen, zato se elektrofilnost karbonilnega ogljika 
poveča. Brezvodni pogoji, zagotovljeni z argonovo atmosfero, so nujni zaradi možnosti 
hidrolize nastalega kislinskega klorida ob stiku z vodo, kar bi pomenilo ponovno nastajanje 





Slika 25: Mehanizem nastanka kislinskega klorida (prirejeno po 34). 
 
V peti stopnji smo izvedli sintezo amidov iz kislinskih kloridov in aminov (Schotten-
Baumannova reakcija), ki poteče po adicijsko-eliminacijskem mehanizmu. Reakcije se 
začne ko aminski dušik nukleofilno napade elektrofilni ogljik v kislinskem kloridu. Nastane 
tetraedrični intermediat, po eliminaciji HCl (ki jo nevtraliziramo z bazo) pa dobimo amid 
(34). 
 
Slika 26: Mehanizem Schotten-Baumannove reakcije (prirejeno po 34). 
 
Pri nekaterih poskusih sinteze je sledil še šesti korak sinteze, in sicer hidroliza estra do 





5.1.2  Sinteze spojin 13 – 16 
V prvi stopnji smo spojino (amin) acilirali preko kislinskega klorida v bazičnih pogojih, kot 
je predhodno opisano. 
V drugi stopnji smo izvedli sintezo tiosečnine. Sinteza poteče med alkilnim ali aril 
izotiocianatom z amoniakom ali substituiranimi amini. V prvem koraku aminski derivati kot 
nukleofil napadejo elektrofilni ogljik, tvori se intermediat, kateremu sledi prenos H+ med 
dušikoma (35).  
 
Slika 27: Mehanizem sinteze tiouree ali tiosečnine (prirejeno po 35). 
 
V tretji stopnji smo izvedli ciklodehidracijo acil-tiosemikarbazidov. Sinteza 1,2,4-triazola se 
prične s ciklizacijo aniona X v bazičnem mediju iz aciltiosemikarbazidov in nastane 
tavtomerni anion Y. Tavtomerni anion Y' se pretvori v natrijevo sol 1,2,4-triazola (Z) z 
eliminacijo vode (36). 
 




V četrti stopnji smo izvedli analog Williamsove sinteze etra, kjer je kisik zamenjan z 
žveplom. Sinteza poteče med alkil halogenidov s tiolati, da nastanejo tioetri. 
 
Slika 29: Mehanizem analoga Williamsove sinteze etra (prirejeno po 31). 
 
Pri tej stopnji smo imeli največ težav, poizkusili smo kar 9 različnih postopkov (s K2CO3, 3-
etilamin, Na2CO3, KOH ) in nobeden od njih ni bil uspešen.  
Spojina 15 ima kot reaktivno skupino nukleofilno aromatsko tiolno skupino in reagira z 
elektrofilnim alkil bromidom ter tvori se arilni alkilni tioeter kot produkt. V primerjavi z 
analogom hidroksilne skupine je tiolna skupina močnejši nukleofil. Kljub temu je šibka 
kislina, zato za deprotonacijo potrebuje močno bazo. Za tiole je značilno, da zreagirajo sami 
s seboj in tvorijo disulfide (-S-S- mostiček), še posebej ob prisotnosti oksidantov. Spojina 
16 ima kot reaktivno mesto elektrofilni ogljik ob bromu, hkrati pa je v spojini prisoten 
metilni ester, ki je občutljiv na hidrolizo ob prisotnosti vode v reakciji. Ester je tudi občutljiv 
na preestrenje (transesterifikacijo) v primeru prisotnosti drugih alkoholov v reakciji. Glede 
na literaturo (37-40) bi reakcija morala poteči, vendar se v našem primeru to ni zgodilo. Ena 
izmed možnosti zakaj reakcija ni uspela je, da imata spojini 16 in 17 veliko steričnih ovir, ki 
ovirajo napad nukleofila na reaktivno mesto ter s tem preprečijo nastanek produkta. Glede 
na literaturo se pri postopku B in C kot bazi pri reakcijah uporabljata K2CO3 in TEA, kar 
smo tudi mi uporabili, a reakcija pri nas ni potekla. V postopku E lahko etanol povzoči 
preestrenje spojine in nastane etilni ester namesto metilnega. V reakciji prav tako ni bilo 
baze, ki bi povzročila deprotonacijo tiolne skupine. Pri aprotičnih topilih kot sta acetonitril 
in DMF, pri odsotnosti vode in drugih alkoholov, ni nevarnosti hidrolize metilnega estra. Pri 
postopku G je lahko težava Na2CO3, ki je šibkejša baza od K2CO3 in je mogoče prešibka za 
učinkovito deprotonizacijo aromatskega tiola. Pri postopku H smo uporabili KOH, ki je 
močnejša baza od K2CO3. Kljub temu da je bil uporabljen brezvodni etanol, je popolno 
odsotnost vode v etanolu zelo težko zagotavljati in zato lahko ob prisotnosti baze lahko 




Vse reakcije razen postopka C so potekale pri sobni temperaturi in vsaka izmed njih je bila 
neuspešna. Zanimivo bi bilo poskusiti, če reakcije potečejo pri povišani temperaturi. V 
reakcijo bi lahko dodali kalijev jodid. Jod bi zamenjal brom na spojini 16, ogljik ob nastalem 
jodidu postane še bolj elektrofilen in jodid je boljša izstopajoča skupina kot bromid. Prav 
tako bi lahko podaljšali čas poteka reakcije ali pa dodali katalizatorje, ki bi omogočili 
oziroma pospešili potek reakcije.  
 
5.2 Rezultati in komentarji biokemijskega testiranja 
Z biokemijskim testiranjem smo določili zaviralno aktivnost na encimu UPPS petim 
spojinam predstavljenih v preglednici XII.  
Preglednica XII: Biokemijsko vrednotenje sintetiziranih spojin 6, 7, 9, 15 in 16. 



























Rezidualna aktivnost (RA) je podana v odstotkih za vsako spojino. Encimska aktivnost 
UPPS je bila določena s kinetičnim testom, ki uporablja radioaktivni substrat. RA se izračuna 
kot razmerje aktivnosti encima v prisotnosti zaviralca in aktivnosti encima brez prisotnosti 
zaviralca ter je predstavljena v odstotkih.  
Nobena od sintetiziranih spojin pri 100 µM ne zavira delovanje encima UPPS, saj bi v 
primeru aktivnosti ob upoštevanju eksperimentalnih napak RA morala biti manjša od 80 %, 
za določitev vrednosti IC50 pa manjša od 50 %. Alfa-cianocimetna kislina (spojina 7), ki 
predstavlja levi del molekule zaviralca iz virtualnega rešetanja (zaviralec 9 iz slike 7), ni 
zavirala delovanje encima, kar pomeni, da je za delovanje nujno potreben še desni del 
molekule, ki ga sestavlja antranilna kislina. Encima ni zavirala niti naša spojina 9, ki je v 
bistvu metilni ester spojine zadetka iz virtualnega rešetanja. S tem smo tudi potrdili, da je za 
zaviralno delovanje encima UPPS nujno potrebna karboksilna kislina, v obliki estra pa bi 
bila spojina mogoče lahko uporabna kot predzdravilo. 
Spojini 15 in 16 pa sta fragmenta, ki sta povezana v molekuli zaviralca 10 iz virtualnega 
rešetanja (slika 7). Tudi ti dve spojini praktično ne zavirata encima, kar potrjuje, da sta za 












UPPS je pomemben encim v biosintezi bakterijske celične stene, zato predstavlja pomembno 
tarčo pri načrtovanju novih zaviralcev kot potencialnih protibakterijskih učinkovin. V sklopu 
eksperimentalnega dela magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali potencialne 
zaviralce tega encima. Preko tri- in dvostopenjske sintezne poti smo uspešno sintetizirali 
osnovna skeleta - substituirano alfa-cianocimetno kislino in substituirani triazolni obroč. 
Končne produkte spojin, pridobljenih iz zadetkov virtualnega rešetanja, pa nam ni uspelo 
sintetizirati, težave pri derivatih alfa-cianocimetne kisline so se pojavile pri zadnji stopnji 
hidrolize estra do karboksilne kisline. Kljub temu pa smo uspeli postaviti sintezni postopek 
do ustreznih estrov, ki bi jih v prihodnosti z nadaljnjo optimizacijo lahko pretvorili do 
karboksilnih kislin. Pri derivatih triazola pa smo imeli težave že pri alkilaciji tiolne 
funkcionalne skupine.  
Petim sintetiziranim spojinam smo biokemijsko ovrednotili zaviralno delovanje na encimu 
UPPS. Glede na rezultate testiranj encimske aktivnosti, se nobena izmed spojin ni izkazala 
kot zaviralec, zato vrednosti IC50 ni bilo mogoče oziroma smiselno določevati. Pokazali pa 
smo, da je za zaviranje delovanja encima UPPS pri derivatih alfa-cianocimetne kisline nujno 
potrebna prosta karboksilna kislina, saj estri izgubijo zaviralno delovanje. 
Zaradi neaktivnosti spojin bi bila v prihodnje potrebna optimizacija sinteznih postopkov do 
te stopnje, da bi sintetizirali karboksilno kislino in uspešno alkilirali tiolno skupino. Prav 
tako bi bilo smiselno sintetizirati tudi druge derivate alfa-cianocimetne kisline in triazola, da 
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Priloga I: Rezultati biokemičnega testiranja 
 
Test v MR UPPS E.coli 
redčenje UPPS 1/15000 v 20 mM Hepes 150 mM NaCl 
Ec UPPS Epica 
IPP UPP P% RA 
Rf % Rf %   
brez 
encima 
1 302,00 100,00     
DMSO 
2 0,28 79,60 0,69 20,40 
26,91  
3 0,26 66,58 0,68 33,42 
9 
4 0,25 58,19 0,66 41,81 
46,76 166 
5 0,23 48,29 0,58 51,71 
6 
6 0,21 56,87 0,46 43,13 
42,59 143 
7 0,20 57,95 0,61 42,05 
7 
8 0,20 75,22 0,66 24,78 
27,59 89 
9 0,22 69,61 0,68 30,39 
15 
10 0,22 75,55 0,69 24,45 
29,26 90 
11 0,23 65,93 0,69 34,07 
16 
12 0,25 61,70 0,70 38,30 
37,04 108 
13 0,27 64,23 0,71 35,77 
DMSO 14 0,25 61,37 0,62 38,63 35,33  











Test v MR UPPS E.coli 
redčenje UPPS 1/20000 v 20 mM Hepes 150 mM NaCl 
Ec UPPS Epica 
IPP UPP  P% RA 
Rf % Rf %   
brez 
encima 
1 0,232 100     
DMSO 
2 0,197 95,31 0,573 4,69 
5,12  
3 0,195 94,45 0,555 5,55 
9 
4 0,191 94,36 0,553 5,64 
6,35 129 
5 0,193 92,94 0,551 7,06 
6 
6 0,195 94,79 0,538 5,21 
5,46 115 
7 0,195 94,29 0,532 5,71 
7 
8 0,195 95,7 0,531 4,3 
4,46 97 
9 0,202 95,39 0,521 4,61 
15 
10 0,202 95,95 0,54 4,05 
3,79 86 
11 0,571 96,48 0,571 3,52 
16 
12 0,213 95,05 0,596 4,95 
4,70 110 
13 0,232 95,55 0,618 4,45 
DMSO 14 0,267 96,38 0,673 3,62 4,06  
 15 0,267 95,5 0,562 4,5   
 
 
 
 
 
 
